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Аннотация 

Представлен анализ эффектов, возникающих на краях поля зрения при численно сфоку-

сированной визуализации оптически расфокусированных объектов в системах интерферен-

ционной микроскопии с пространственно когерентным освещением объекта. Получены вы-

ражения, описывающие границы областей различного типа в численно сфокусированных 

изображениях в зависимости от параметров дефокусировки. Получены выражения для 

оценки допустимых пределов дефокусировки при численно сфокусированной визуализа-

ции. Проведено экспериментальное исследование эффектов, возникающих на краях поля 

зрения при численно сфокусированной визуализации оптически расфокусированных объек-

тов в цифровом голографическом микроскопе с освещением на пропускание. 
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Введение 

Методы интерференционной микроскопии, такие 

как цифровая голографическая микроскопия (ЦГМ), 

оптическая когерентная томография/микроскопия 

(ОКТ/ОКМ) и дифракционная фазовая микроскопия 

(ДФМ), позволяют получать резкие изображения 

расфокусированных объектов посредством численной 

фокусировки, т.е. специальной апостериорной обра-

ботки регистрируемого сигнала [1–15]. Для примене-

ния численно сфокусированной визуализации в ин-

терференционной микроскопии представляют важ-

ность вопросы максимально допустимых пределов 

численной фокусировки, а также соответствия каче-

ства численно сфокусированных изображений опти-

чески расфокусированных объектов качеству оптиче-

ски сфокусированных изображений. В частности, во-

прос о том, какова роль артефактов, которые, как из-

вестно, возникают в численно сфокусированных изо-

бражениях оптически расфокусированных объектов в 

периферийных частях поля зрения [16 –17]. 

В ряде работ, например [18 –19], был проведён ана-

лиз вопросов численного моделирования распростране-

ния оптических полей. В частности, в [18] была показа-

на эффективность анализа свойств численного распро-

странения поля на основе рассмотрения локальных час-

тот в поперечном пространственном спектре поля. В 

[20] этот подход был объединён с выражениями [21] для 

формирования сигнала в интерференционном микро-

скопе, основанными на теоретическом подходе [22–23], 

для анализа свойств численно сфокусированной визуа-

лизации. Был проведён анализ уменьшения размеров 

корректно визуализируемой части поля зрения в чис-

ленно сфокусированных изображениях оптически рас-

фокусированных объектов при увеличении дефокуси-

ровки, и получены выражения для оценки этого эффек-

та. В данной работе представлен более подробный ана-

лиз эффектов, возникающих на краях поля зрения при 

численно сфокусированной визуализации оптически 

расфокусированных объектов в интерференционной 

микроскопии. В частности, получены выражения, опи-

сывающие границы визуализируемой области в числен-

но сфокусированных изображениях оптически расфоку-

сированных объектов за пределами поля зрения, соот-

ветствующего оптически сфокусированным изображе-

ниям (определяемого размерами матричного фотодетек-

тора). На основе выражений для размеров корректно ви-

зуализируемой части поля зрения в численно сфокуси-

рованных изображениях получены выражения для 

оценки допустимых пределов дефокусировки при чис-

ленно сфокусированной визуализации. Проведено экс-

периментальное исследование эффектов, возникающих 

на краях поля зрения при численно сфокусированной 

визуализации оптически расфокусированных объектов в 

цифровом голографическом микроскопе с освещением 

на пропускание. Полученные результаты могут быть 

использованы для проектирования и применения раз-

личных систем интерференционных микроскопов 

(ОКТ/ОКМ, ЦГМ и ДФМ) с учётом возможностей чис-

ленной фокусировки. 

В данной работе анализируются системы интерфе-

ренционной микроскопии с пространственно когерент-

ным освещением объекта плоской волной, распростра-

няющейся вдоль оптической оси. В силу сходства 

свойств соответствующего сигнала когерентности с 

сигналом когерентности в системах интерференционной 

микроскопии с пространственно частично когерентным 

освещением в случае достаточно малой числовой апер-

туры освещения NAi полученные результаты также 

применимы для таких систем. 

1. Анализ сигнала 

Рассмотрим формирование сигнала в интерферен-

ционном микроскопе с освещением объекта плоской 
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волной (на отражение или на пропускание), распро-

страняющейся вдоль оптической оси, в случае, когда 

объект состоит из плоскопараллельных слоёв, причём 

одна из границ раздела обладает поперечной структу-

рой амплитудного коэффициента отражения 

rS (ω; xS, yS) в случае схемы на отражение или попе-

речной структурой амплитудного коэффициента про-

пускания tS (ω; xS, yS) в случае схемы на пропускание 

(рис. 1). Эта структурированная граница раздела рас-

положена под N слоями объекта с толщинами{∆zj} и 

показателями преломления {nj}. В объектном плече 

установлен микрообъектив MOS с числовой аперту-

рой NA с передним и задним фокусными расстояния-

ми – f и f ′ соответственно; nim = n0 – показатель пре-

ломления иммерсии; zS – расстояние между поверх-

ностью объекта и передней главной плоскостью мик-

рообъектива; L – расстояние между задней фокальной 

плоскостью микрообъектива и передней главной 

плоскостью тубусной линзы ТЛ; 
L

f ′  – заднее фокус-

ное расстояние тубусной линзы; МФ – матричный 

фотодетектор, на который падают объектное и опор-

ное поля VS и VR (структура опорного плеча может 

быть различной и не показана на рисунке). 

 
Рис. 1. Изображающая часть системы 

интерференционного микроскопа (рис. приведён из [24]) 

В случае анализа сигнала интерференционного 

микроскопа с квазимонохроматическим освещением 

компоненту сигнала, соответствующую функции вза-

имной когерентности объектного и опорного полей 

(сигнал когерентности), можно считать пропорцио-

нальной функции взаимной спектральной плотности 

объектного и опорного полей на центральной частоте 

[24 – 25] (центральную круговую временную частоту 

обозначим через ω). 

Как было показано в [24] на основе теоретическо-

го подхода [22 – 23], функцию взаимной спектраль-

ной плотности объектного и опорного полей в этом 

случае можно записать в следующем виде: 
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где I0(ω) – спектральная плотность освещающего по-

ля, *( ) ( ; , ) ( ; , )
S R i

B B x y x y′ ω ω µ ω  – комплексный коэф-

фициент [24], k = ω
 
/ c, /

L
M f f′ ′=  – поперечное уве-

личение изображающей части системы (по модулю), 

kx и ky – поперечные круговые пространственные час-

тоты, тильда обозначает поперечный пространствен-

ный спектр соответствующей функции, tj,j-1 – ампли-

тудный коэффициент пропускания границы раздела j 

и j–1 слоев, ∆z0 = zS – | f |, A – апертурная функция мик-

рообъектива. 

При восстановлении сигнала когерентности, про-

порционального Г(ω;
 
x, y), с зарегистрированной ин-

терферограммы поперечная структура амплитудно-

фазовой модуляции, обусловленная коэффициентом 
* ( ; , ) ( ; , )
R i

B x y x yω µ ω , может быть устранена числен-

но. Будем считать, что её компоненты, за исключени-

ем линейной фазовой модуляции (которая может 

быть использована для создания режима внеосевой 

голографии), медленно изменяются по полю зрения 

(по x и y) и не вносят существенных изменений в про-

странственный спектр функции Г. Соответствующий 

сигнал когерентности после предварительной обра-

ботки пропорционален величине: 
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в случае, когда поперечная структура rS состоит из 

одного точечного рассеивателя, т.е.  

rS(ω; xS, yS) ≈ rSp(ω)δ(xS – xp)δ(yS – yp): 
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Проанализируем частотный состав этой функции. 

Функцию 
, 11

( ; , )
N

j j x yj
t Mk Mk−=

ω − −∏  зачастую можно 

считать медленно меняющейся по пространственному 

спектру. Также и функцию A при отсутствии сильных 

аберраций можно считать медленно меняющейся, за 
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исключением края апертуры, где происходит резкий 

скачок апертурной функции A до нулевого значения 

(это будет обсуждено ниже). Поэтому основной вклад 

в структуру такого пространственного спектра вносит 

фазовый множитель exp[iФ(kx, ky)], где 
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Используем подход с анализом локальных частот 

[18, 26]. Рассмотрим локальную круговую частоту ζ 
x 

функции exp[iФ(kx, ky)] относительно переменной kx в 

точке (kx, ky): 
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Анализ частоты вдоль направления ky производится 

аналогично. 

2. Поле зрения и пределы численной фокусировки 

На практике сигнал Г′(t)(x, y) и его пространствен-

ный спектр 
( )

( , )
t

x y
k k′Γɶ  представляют собой матрицы 

чисел, к которым применяется дискретное преобразо-

вание Фурье на основе алгоритма быстрого преобра-

зования Фурье (БПФ). Поэтому для корректного раз-

решения пространственного спектра соответствую-

щей матрицей должен выполняться критерий Найк-

виста для локальных частот ζx и ζy во всех точках 

(kx, ky), где существуют ненулевые компоненты про-

странственного спектра сигнала: 

,
xNq x xNq

−ζ ≤ ζ ≤ ζ  (8) 

,
yNq y yNq

−ζ ≤ ζ ≤ ζ  (9) 

где ζxNq и ζyNq – частоты Найквиста матрицы про-

странственного спектра вдоль направлений kx и ky. 

Поскольку речь идёт о частотном анализе про-

странственного спектра, такие частоты соответствуют 

пространственным координатам исходного сигнала, а 

соответствующие частоты Найквиста вдоль направ-

лений kx и ky запишутся в виде: 

2
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где ∆x и ∆y – периоды пиксельной структуры вдоль 

осей x и y, n×m – количество пикселов в матрице, ко-

торой задан сигнал Г′(t)(x, y). Иными словами, ζxNq и 

ζyNq соответствуют половине размера поля зрения по 

матричному фотодетектору в направлениях x и y. 

Рассмотрим случай круговой апертурной функ-

ции. В случае, когда фазовая модуляция Ф(kx, ky) обу-

словлена преимущественно дефокусировкой, а не 

аберрациями, связанными с визуализацией через сло-

истую среду, модуль второго слагаемого в (7) прини-

мает максимальное значение при максимальном зна-

чении модуля kx, при котором все ещё существуют 

ненулевые компоненты пространственного спектра. 

Оно соответствует точке на краю круга, определяемо-

го апертурной функцией, с |kx|max = NA⋅k 
/ M и ky = 0. 

Используя неравенства (8,9) с учётом того, что kx мо-

жет принимать значения как |kx|max, так и –|kx|max
 
, по-

лучим: 
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Полученные соотношения (11–13) означают, что 

размеры области поля зрения в оптически расфокуси-

рованном изображении, для которой сохранена ин-

формация о сигнале и возможна численно сфокусиро-

ванная визуализация с сохранением качества, стано-

вится меньше полного размера поля зрения, соответст-

вующего оптически сфокусированным изображениям, 

на величину 2d в обоих направлениях x и y. 

Рассмотрим также другое условие: чтобы хотя бы 

некоторые компоненты пространственного спектра 

сигнала были сохранены в расфокусированном изо-

бражении. Этот случай соответствует неравенствам 

,
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Размеры области, определяемой неравенствами 

(14, 15), наоборот, больше размеров поля зрения, 

соответствующего оптически сфокусированным 

изображениям, на величину 2d в обоих направле-

ниях x и y. 

Иными словами, в численно сфокусированном изо-

бражении оптически расфокусированного объекта мо-

жет наблюдаться два типа областей: центральная об-

ласть с сохранением качества изображения и перифе-

рийная область с постепенным ухудшением качества 

изображения при удалении от границы центральной 

области. Эта периферийная область не обрывается на 

границе поля зрения, соответствующего оптически 

сфокусированным изображениям, а располагается 

также за его пределами. Этот эффект связан с увеличе-

нием размера импульсного отклика (функции распре-

деления точки) сигнала когерентности в поперечном 

направлении при дефокусировке. Часть такого им-

пульсного отклика может быть зарегистрирована на 

интерферограмме даже в том случае, когда его центр 

лежит за пределами поля зрения, соответствующего 

оптически сфокусированным изображениям. 

Отметим, что при проведении частотного анализа 

пространственного спектра в данной работе не учи-
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тывался резкий скачок апертурной функции до нуля 

на её границе. Это означает, что качество численно 

сфокусированных изображений оптически расфоку-

сированных объектов может быть снижено по срав-

нению с изображениями оптически сфокусированных 

объектов во всем поле зрения. Однако величина таких 

эффектов, как правило, мала и в этом смысле можно 

говорить о сохранении качества в численно сфокуси-

рованном изображении оптически расфокусирован-

ного объекта в пределах центральной области. 

На практике удобно иметь простой критерий для 

оценки допустимых пределов дефокусировки при 

численно сфокусированной визуализации. В качестве 

такого критерия можно использовать требование со-

хранения размеров части поля зрения, в которой ви-

зуализация происходит без потери качества, не менее 

определённой величины. Например, если использо-

вать критерий сохранения при дефокусировке качест-

ва изображения не менее чем в половине линейного 

размера поля зрения в направлениях x и y, получим 

следующие соотношения: 

4

n x
d

M

∆
≤  и 

4

m y
d

M

∆
≤ . (16) 

В простейшем случае отсутствия слоистой структу-

ры j = 0 (визуализация расфокусированной поверхности 

в иммерсии с показателем преломления n0) получим 

2 2

0

0 ,
4

n NAn x
z

M NA

−∆
∆ ≤

 (17) 
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0
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z
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3. Экспериментальное исследование 

Как было показано в [14, 27], сигнал когерентно-

сти систем ЦГМ и ОКТ/ОКМ с пространственно час-

тично когерентным освещением при NAi → 0 соответ-

ствует сигналу при пространственно когерентном ос-

вещении. Поэтому сделанные выше выводы также 

применимы для систем ОКМ и ЦГМ [14, 27, 28] в 

случае достаточно малых NAi. 

Для экспериментального исследования использо-

вался ЦГМ с квазимонохроматическим пространст-

венно частично когерентным освещением на пропус-

кание, схема которого представлена на рис. 2. Эта 

схема соответствует описанной в работе [28], с заме-

ной второго делителя зеркалом M5. В качестве мат-

ричного фотодетектора использовалась камера с 

1280×1024 пикселами и периодом пиксельной струк-

туры 5,2 мкм в направлениях x и y. Числовая апертура 

микрообъективов NA = 0,75, числовая апертура осве-

щения NAi ≈ 0,004, увеличение изображающей части 

системы M ≈ 45,5. В качестве объекта использовался 

мазок крови на стеклянной пластинке. Для компенса-

ции изменения стеклянной пластинкой фазовой мо-

дуляции поперечного пространственного спектра по-

ля освещения в объектном плече, в опорном плече 

было немного уменьшено расстояние между линзой 

L4 и микрообъективом MOR за счёт смещения микро-

объектива MOR и зеркала M3, как показано на рис. 2. 

Однако можно отметить, что в случае очень малой 

NAi это изменение фазовой модуляции не играет су-

щественной роли. 

 
Рис. 2. Схема ЦГМ, использованного для проведения 

экспериментов. LS – гелий-неоновый лазер, L1–L4 – линзы 

системы освещения, RD – вращающийся рассеиватель, FS – 

полевая диафрагма системы освещения, IAS – диафрагма 

апертуры освещения, M1–M5 – зеркала, BS – делитель, MOS, 

MOR – объектный и опорный микрообъективы, 

ТЛ – тубусная линза, МФ – матричный фотодетектор 

Обработка записанных голограмм производилась в 

соответствии с [28], с добавлением численной фокуси-

ровки. Полученные голограммы делились на «фоно-

вый» сигнал когерентности (полученный в отсутствие 

объекта [28]) и дополнялись пикселами с нулевыми зна-

чениями до размеров 2048×2048, после чего производи-

лось двумерное преобразование Фурье этого массива. 

Далее в полученном массиве пространственного спек-

тра обнулялись все компоненты, за исключением про-

странственного спектра сигнала когерентности. Полу-

ченный массив умножался на функцию [13, 15] 

( )2 2 2 2

0
( , ) exp ( )

x y x y
k k i z k k k M k Ψ = − ∆ − + −

  
. (19) 

Далее производилось обратное преобразование 

Фурье; модуль и аргумент полученного массива 

представляют собой амплитудное и фазовое изо-

бражения. 

На рис. 3 – 4 представлены изображения, для 

получения которых была использована лишь левая 

часть полной голограммы размером 1024×1024 

пикселов (как показано на рис. 5). Изображения на 

рис. 3в, г соответствуют положению объекта в фо-

кусе (аналогично рис. 5). Изображения на рис. 3а, б 

и рис. 4 получены из голограмм, записанных при 

дефокусировке объекта. Определение величины 

дефокусировки для этих изображений производи-

лось путём получения ряда численно сфокусиро-

ванных изображений с различными величинами ∆z0 

и выбора изображений наилучшего качества 

(рис. 3а, б соответствует ∆z0 = –24 мкм, рис. 4а, б 

соответствует ∆z0 = 22 мкм, рис. 4д, е соответствует 

∆z0 = 40,5 мкм). 
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а)   б)  

в)   г)  

Рис. 3. Амплитудные (а, в) и фазовые (б, г) изображения, полученные при расфокусированном положении объекта после 

применения численной фокусировки (а, б) и при положении объекта в фокусе (в, г) 

Сплошной, штриховой и штрихпунктирной ли-

ниями на изображениях, соответствующих дефокуси-

ровке (рис. 3а, б и рис. 4), обозначены границы раз-

личных областей. Центральная область (ограничен-

ная сплошной линией) определяется неравенствами 

(11, 12) и соответствует сохранению качества изо-

бражения по сравнению с оптически сфокусирован-

ным изображением. Штриховая линия соответствует 

границе поля зрения, соответствующего оптически 

сфокусированным изображениям. Штрихпунктирная 

линия ограничивает область, определяемую неравен-

ствами (14, 15). 

На рис. 5 представлены изображения, соответст-

вующие положению объекта в фокусе. Для получения 

этих изображений использовался полный размер мат-

ричного фотодетектора 1280×1024 пикселов (область, 

соответствующая дополнению нулями до размеров 

2048×2048 при преобразованиях Фурье, не показана). 

Область голограммы, использованная для получения 

изображений, представленных на рис. 3 – 4, обозначена 

штриховой линией. 

Как видно из рис. 3 – 4, с увеличением дефокуси-

ровки увеличивается размер периферийной области 

поля зрения с потерей части информации о структуре 

объекта. Визуально это выражается в появлении по-

лос, искажающих структуру изображения. Область, в 

которой наблюдается изображение, хотя и с потерей 

качества, не обрывается на границе поля зрения, со-

ответствующего оптически сфокусированным изо-

бражениям, а располагается также и за её пределами. 

Так, на рис. 3а, б и рис. 4 видны изображения эритро-

цитов, расположенных за пределами поля зрения, со-

ответствующего оптически сфокусированным изо-

бражениям. Как видно из сравнения с рис. 5, обла-

дающим большим полем зрения, это реальные эрит-

роциты, оказавшиеся за пределами поля зрения обре-

занных матриц данных, использованных для получе-

ния изображений на рис. 3–4. 
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а)   б)  

в)   г)  

Рис. 4. Амплитудные (а, в) и фазовые (б, г) изображения, полученные при различных величинах дефокусировки после 

применения численной фокусировки 

а)   б)  

Рис. 5. Амплитудное (а) и фазовое (б) изображения, восстановленные с полной голограммы,  

соответствующей положению объекта в фокусе 
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Заключение 

В данной работе представлен анализ эффектов, 

возникающих на краях поля зрения при численно 

сфокусированной визуализации оптически расфоку-

сированных объектов в системах интерференционной 

микроскопии с пространственно когерентным осве-

щением объекта. Получены выражения, описываю-

щие границы областей различного типа в численно 

сфокусированных изображениях в зависимости от 

параметров дефокусировки. 

Получены выражения для оценки допустимых пре-

делов дефокусировки при численно сфокусированной 

визуализации, основанные на критерии сохранения в 

численно сфокусированных изображениях качества 

изображения в половине линейного размера поля зре-

ния. Отметим, что в работе [29] были ранее получены 

выражения для максимальной дистанции численной 

фокусировки в ЦГМ, однако выражения, полученные в 

настоящей работе, основаны на более подробном ана-

лизе и отличаются от полученных в [29]. 

Проведено экспериментальное исследование из-

менения с дефокусировкой размеров областей раз-

личного типа в численно сфокусированных изобра-

жениях оптически расфокусированных объектов в 

цифровом голографическом микроскопе с освещени-

ем на пропускание. 

Полученные результаты могут быть использованы 

для проектирования и применения различных систем 

интерференционных микроскопов (ОКТ/ОКМ, ЦГМ и 

ДФМ) с учётом возможностей численной фокусировки. 
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Abstract 

This paper presents an analysis of the effects occurring at the borders of the field of view in 

numerically focused imaging of optically defocused objects in interference microscopy systems 

with spatially coherent illumination of an object. Equations describing the borders of regions of 

different types in numerically focused images with respect to the defocus parameters are obtained. 

Equations for estimating the acceptable limits of defocus in numerically focused imaging are ob-

tained. Experimental investigation of the effects, occurring at the borders of the field of view in 



Численная фокусировка и поле зрения в интерференционной микроскопии Гребенюк А.А., Клычкова Д.М., Рябухо В.П. 

36 Компьютерная оптика, 2018, том 42, №1 

numerically focused imaging of optically defocused objects in a digital holographic microscope 

with illumination in transmission is performed. 

Keywords: numerical focusing, interference microscopy, digital holographic microscopy, opti-

cal coherence microscopy. 
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